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【要旨と結論】　レプチン受容体機能異常を認めるZucker　fatty　rat（以下ZFR）は交感神経活動低下を呈す
る脊柱靱帯骨化自然発生モデルである。レプチンは骨形成・骨吸収の制御機能を有し丈量の制御を行ってい
るが、レプチンの脊柱靱帯骨化に対する影響は明らかではない。今回、ZFR脊柱靱帯を中心にレプチン受容
体（以下Ob－R）およびβ2アドレナリン受容体（以下β2AR）の発現を調べ、レプチンの脊柱靱帯骨化に対
する影響を検討した。ZFRの脊柱靱帯骨化前段階において脊柱靱帯付着部や椎間板辺縁を中心にOb－Rの発
現を有意に認めた。また、同部位を中心にβ2ARの発現も認めた。　ZFRのOb－Rは機能異常によりその役割
を果たしていないことから、ZFR靱帯骨化にはレプチンによる直接作用の関与は少ないと考えられた。ま
た、ZFRは視床下部のOb－R機能異常により交感神経活動が低下しているが、β2ARの発現を認めたことか
らZFRは交感神経刺激により脊柱靱帯骨化が抑制できることが示唆された。
はじめに
　後縦靱帯骨化症（ossification　ofthe　posterior　longitu－
dinal　ligament、以下OPLL）は脊椎の後縦靱帯が骨化
する疾患であり、1975年に厚生省より難病に指定さ
れ、厚生労働省特定疾患調査研究班により調査・研究
が進められている。OPLLは脊柱における力学的負荷
などの局所因子や、糖脂質代謝異常・肥満などの環境
的因子が原因となる多因子疾患であると考えられて
いる1）。最近ではCollagen　6A　1遺伝子異常が日本人の
OPLL患者に認められることが報告され2）、　OPLLは
遺伝的背景に局所因子・環境因子などの影響が加わる
ことによって発生する疾患であるとも考えられてい
る。
　当教室ではレプチン受容体機能異常を有するZFR
を用いてOPLLの発生原因解明などを目的とし継続
的に研究を行っている。これまでの当教室の研究によ
りZFRは肥満・過食・性腺機能異常・交感神経活動低
下を呈し、生後14か月齢で23．8％に脊柱靱帯の骨化
が発生することが明らかになっている3）。ZFRの靱帯
骨化にレプチン受容体機能異常が影響していること
が考えられるがその詳細は明らかでない。靱帯骨化の
メカニズムを明らかにするために、レプチンに着目し
実験を行うこととした。
　レプチンは、著明な肥満を呈するob／ob　mouseの原
因遺伝子として1994年にpositional　cloningにより同
定された167個のアミノ酸からなる分泌タンパクで
ある4）。レプチンは主に脂肪細胞から生産され、視床下
部において神経ペプチドを介して食欲を抑制すると
同時に、末梢組織に直接作用してエネルギー産生を増
加させることで、体内のエネルギー蓄積を減少させる
肥満や体重増加の制御に関与する抗肥満ホルモンで
ある5）6）。近年、肥満の抑制という作用以外にも造血、胎
児の成長、生殖機能の調節などの多彩な生理的作用を
有していることが明らかになっている。その中で、ob／
ob　mouseに性差なく骨量の増加を認めることが報告
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されてから、レプチンの骨代謝調節作用が注目されて
いる7）。レプチンは視床下部に豊富に存在するOb－R
へ結合することで交感神経活動を調節することが明
らかになり、交感神経系は主に骨芽細胞上のβ2ARに
作用して、Receptor　activator　NF一κB　Ligand（以下
RANKL）の発現を誘導することで破骨細胞形成を調
節することなどで骨形成・骨吸収を制御していると言
われている8）。ZFRにおける交換神経活動の低下は視
床下部におけるOb－Rの機能異常によるものと考えら
れており3）、レプチンの視床下部を介した間接作用が
ZFRの靱帯骨化に何らかの影響を与えていると考え
られる。
　今回、レプチンの骨形成・骨吸収の制御機能が骨量
の制御だけでなく、ZFR脊柱靱帯骨化にも影響を与
えている可能性が高いと考え、ZFR脊柱靱帯におけ
るレプチンの影響を病理組織学的・免疫組織化学的に
検討を行った。ZFRは月齢10か月から12か月の問に
骨化前段坊様の変化を脊椎靱帯に認めることが報告
されている3）ことから、月齢10か月から12か月の
ラットを対象として実験を行った。
　脊柱靱帯骨化を認めるZFRにおける脊柱靱帯の
Ob－Rの発現を明らかにすることで、　Ob－Rを介したレ
プチンの靱帯骨化への直接作用を検討した。また、レ
プチンの交感神経系を介した骨代謝調節にβ2ARが
重要な役割を果たしていることから8）、脊柱靱帯にお
けるβ2ARの発現を明らかにし、β2ARを介した骨形
成調節作用が靱帯骨化に与える影響を検討した。
研究材料および方法
　1．実験動物
　本実験では表現系に異常を有さないFa／Fa　Rat・
Non　fatty　rat（以下NFR）、　N　FRに生後5日間、体重
lkg当たり4mgのMonosodium　glutamateを皮下投
与したMonosodium　glutamate処置ラット（以下
MSG）、およびレプチン受容体のミスセンス変異によ
りレプチン受容体機能異常を有するfa／fa　rat・Zucker
fatty　rat（ZFR）をそれぞれ使用した。
　各群、月齢2か月から12か月のラットをそれぞれ
20匹使用して実験を行った。
　ZFRはレプチン受容体機能異常から過食・肥満・耐
糖能異常および交感神経活動低下を認める脊柱靱帯
骨化自然発生モデルラットであるため、対象として表
現系が正常であるNFRと、視床下部弓状核を破壊し
摂食中枢異常を呈するMSGを作製した。
　2．検討項目
　1）血中レプチン値の測定
　月齢2か月から2か月ごとに12か月まで、全身麻
酔後に開胸右心室から採血を施行した。血中のレプチ
ン濃度を測定した。
　2）体重測定
　月齢2か月からから12か月まで1か月毎に体重測
定を施行した。
　3）血中レプチン濃度を測定した後、全身麻酔下に
4％パラホルム還流固定施行し、上位胸椎を摘出した。
48時間固定後エタノールを用い48時間脱脂を行い、
20％EDTAで2週間脱灰施行した。上位胸椎矢状断パ
ラフィン薄切切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジ
ン染色（以下HE染色）を施行した。
　4）免疫組織化学染色
　Labeled　streptavidin－biotin（LSAB）法にて抗レプ
チン受容体（Ob－R）抗体【ObRb、　Santa　cruze社】、抗
β2アドレナリン受容体（β2AR）抗体【β2AR、　Santa
cruze社】を使用し免疫組織化学染色を施行した。第5
胸椎を中心とした上位胸椎矢状断パラフィン切片を
使用した。脱パラフィン及び親水化を施行の後、抗原
賦活処理はMicrowave　methodを用い950Cにて12分
間施行した。内因性ペルオキシダーゼのブロッキング
にはニチレイ社ブロッキング試薬を用いた。1次抗
体・2次抗体には同社Max－PO　setを使用し、　Ob－R抗
体は200倍希釈、β2AR抗体は100倍希釈と設定し、
反応時間は8時間（Over－night）とした。発色基質溶液
はDAB　Trisを使用し、封入剤を用い封入・固定を施
行した。
　月齢10か月から12か月の矢状断パラフィン切片
を使用し、第5胸椎後方の脊柱靱帯および靱帯付着
部・椎間板辺縁における陽性細胞の発現とその局在を
検討し、陽性細胞数を椎体内陽性細胞を除外して測定
した。測定にはNIH　imagingを用いた。陽性細胞数の
平均値はマンホイットニーU検定を用いて統計処理
を施行した。
結 果
　1）血中レプチン値はZFRが2か月より他の2群
より高くなったが、12か月にてNFR　5．7±3．5　ng／ml、
MSG　70．9±9．2　ng／ml、　ZFR　80．2±8．lng／mlとMSG、
ZFRが近似した血中濃度となった（Fig．1）。
　2）体重は月齢12か月にてMSG　7895±17．5g、
ZFR　808．1±28．2　gと明らかな高値となり、NFR
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Fig．1　Body　weight　measurement
　　　The　body　weight　markedly　increased　in　ZFR　and　MSG
　　　compared　to　NFR　with　no　phenotypic　abnormality．
　　　At　10－12　months　of　age，　at　which　the　experiments　were
　　　performed，　the　body　weights　of　ZFR　and　MSG　were
　　　similar．
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Fig．2　Blood　leptin　level
　　　The　blood　leptin　levels　at　12　months　of　age　in　ZFR　and
　　　MSG　were　similar，　but　significantly　higher　than　that　in
　　　NFR．
3825±25．2gと比べて体重増加が著明であった（Fig．
2）0
　3）HE染色（第5胸椎）
　第5胸椎後方にてNFRでは明らかな異常所見を認
めないが、MSGは椎体偶角部に軽度の後方膨隆と靱
帯成分の変性を認めた。ZFRは椎体偶角部における
骨性隆起と、椎間板の後方への膨隆を認めた。その膨
隆は他の2群と比較して明らかであった。また、同部
位の靱帯の変性は著明であり、その付着部を中心に骨
芽細胞様細胞の増殖を認めた（Fig．3）。
　4）免疫組織化学染色
　く＜Ob－R＞＞
　NFRではほとんど陽性細胞の発現を認めないが、
MSGでは椎間板辺縁から靱帯付着部にかけて少数の
陽性細胞の発現を認めた。ZFRは椎間板辺縁から椎
体偶角部の靱帯付着部にかけて陽性細胞の発現を多
く認めた（Fig．4）。
　椎体内を除外して陽性細胞数を測定するとZFRは
NFRおよびMSGと比べ陽性細胞数が有意（P＜
o．Ol）に多かった（Fig．5）。
　＜＜P2AR＞＞
　NFRではほとんど陽性細胞の発現を認めない。
MSGでは椎体偶角部に軽度の陽性細胞の発現を認め
るのみであったが、ZFRでは椎間板辺縁から靱帯付
着部を中心に陽性細胞の発現を著明に認めた（Fig．
6）o
　同様に陽性細胞数を測定するとZFRがNFR、
MSGと比べ陽性細胞数が有意（P＜0．Ol）に多かった
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Fig．3　HE　staining（Th5）　12　months　×100
　　　1n　ZFR，　the　posterior　intervertebral　disc　margins　were　bulged　（arrow），　and　proliferation　of　osteoblast－like　cells　was　noted，
　　　mainly　in　the　posterior　margin　of　the　vertebral　body　over　the　ligament　attachment　site　（arrowhead）．　Mild　cell
　　　proliferation　was　noted　in　the　same　region　in　MSG，　but　not　in　NFR．
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Fig．4　Ob－R　immunohistochemical　staining　12　months　×50
　　　　　Many　positive　cells　with　the　stained　cytoplasm　（arrow）　were　noted　in　the　intevertebral　disc　margins　over　the　ligament
　　　　　attachment　site　in　ZFR．　Mild　cell　proliferation　was　noted　in　the　same　region　in　MSG．
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Fig．5　Ob－R　positive　cell　count
　　　　　Ob－R　positive　cells　were　counted　using　NIH－lmaging．
　　　　　The　positive　cell　count　was　significantly　higher　in　ZFR
　　　　　than　in　the　other　2　groups．　No　significant　difference
　　　　　was　noted　between　NFR　and　MSG．
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Fig．6　62AR　immunohistochemical　staining　12　months　×100
　　　　　1n　ZFR，　many　positive　cells　with　the　stained　cytoplasm　（arrow）　were　noted　mainly　in　the　intervertebral　disc　margins　over
　　　　　the　ligament　attachment　site．　ln　MSG，　fewer　positive　cells　were　noted　in　the　same　region．
（4）
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Fig．7　iB2AR　positive　cell　count
　　　The　62AR　positive　cell　count　was　significantly　higher　in
　　　ZFR　than　in　the　other　2　groups．　No　significant
　　　difference　was　noted　between　N　FR　and　MSG．　The
　　　tendency　was　similar　to　that　of　the　Ob－R　positive　cell
　　　count．
（Fig．　7）．
考 察
　レプチンは視床下部弓状核のレプチン受容体に作
用して摂食抑制の調節を行うとともに、視床下部腹内
側核に作用して交感神経系の活動を充進させること
によって骨形成を調節していることが報告されてい
る7）。また、交感神経系の活動により骨芽細胞上の
β2A　Rを介した骨形成・骨吸収の制御が行われている
ことから、交感神経系の影響を検討するには肥満や高
レプチン血症が骨代謝に与える影響を除外しなけれ
ばならない。
　今回、対象動物として表現系に異常を示さないFa／
Fa　ratと、　Fa／Fa　ratにMonosodium　glutamate処置を
施行し視床下部弓状核を破壊し、摂食中枢抑制機能が
低下し肥満を呈するMSG　ratを作製した。MSG　ratは
fa／fa・ratに類似した肥満や高血糖を呈するため、交感
神経を介した骨代謝作用の影響をより明確に検討す
ることが可能であると考えた9）。実，験結果にてMSG
はZFRとほぼ同等の体重を示し、血中レプチン濃度
も月齢12か月にてほぼ同等の数値であったため、
MSGは対象動物としては適していたと考えられた。
ZFRのHE染色で認めた椎体偶角部の骨形成や椎間
板の後方膨隆、靱帯付着部を中心とした骨芽細胞様細
胞の増殖は靱帯骨化発生の前段階であると考えられ
ている3）。過去の報告にてMSG処置ラットはZFRに
みられる脊柱靱帯骨化を認めておらず10）、今回の実験
においてもMSGには脊柱靱帯・靱帯付着部の変化や
骨芽細胞様細胞の増殖をほとんど認めなかった。しか
し、NFRと比較すると脊柱靱帯・靱帯付着部に軽度の
変性を認めている。これは体重増加によるメカニカル
ストレスの増大によるものが主であると考えられ
た11）12）。しかし、ヒトにおいて女性肥満患者に限り高レ
プチン血症とOPLLの相関があることが報告されて
いることから13）14）高レプチン血症が影響も関与して
いる可能性も考えられた。
　免疫組織化学染色にてZFRの椎間板辺縁や脊柱靱
帯にOb－Rの発現を有意に認めているが、レプチン受
容体機能異常を認めるZFRにおいてOb－Rの発現が
有意に多かったのは、靱帯付着部や変性した椎間板辺
縁の増殖した細胞がレプチン受容体をもつ骨芽細胞
や肥大軟骨細胞様の性質7）をもっていたためであると
考えられる。レプチンの骨組織への直接作用はin
vitroで骨芽細胞の分化を充進させることや、　in　vivo
では破骨細胞の形成を抑制すること15）など骨化促進
に働く可能性が高いとされている。しかし今回の結果
からOb－Rの発現はあるもののZFRのOb－Rは機能
異常によりその役割を十分に果たしていないことか
ら、ZFRの靱帯骨化にはレプチンによる直接作用が
多く関与していないことが示唆された。近年、レプチ
ンの骨組織への直接作用は中枢神経を介したレプチ
ンの間接作用と比較すると影響は少ないと考えられ
ており16）、Ob－Rを介したレプチンの直接作用は強力
な作用がないと考えられた。当教室の研究からもレプ
チンがlnsulin　receptor　protein　substrate（IRS）1・2を
介した細胞増殖に間接的に関与していることが報告
されており17）、今回の結果はレプチンによる作用は間
接的なものが主であることを支持するものであった。
　ZFRの脊柱靱帯や椎間板辺縁におけるβ2ARの発
現はOb－R同様に著明に多く認めていた。ZFRは交感
神経活動が低下しているが、Ob－Rとは異なりβ2AR
の機能異常は認めない18）。脊柱靱帯および付着部にお
ける受容体の発現は交感神経活動低下による反応性
の増加とも考えられ19）20）、靱帯骨化前段階において
β2ARが発現していることが確認できた。β2ARは骨
芽細胞上でイソプロテレノール刺激によりProtein
kinase　Aを介して骨芽細胞特異的な転写因子である
ATF421）をリン酸化させRANKLの転写を促進させ
ることが報告されており、交感神経系が骨芽細胞に作
用しRANKLの発現を誘導することで破骨細胞形成
を促進しているとされている8）（Fig．8）。　ZFRでは交
感神経活動が低下していることから、破骨細胞からの
RANKLの発現が誘導されず骨形成が骨吸収を上回
ることで骨化が進行していることが推測された。今回
の結果にて交感神経活動が低下しているZFR脊柱靱
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Fig．8　Elevation　of　sympathetic　nerve　activity　by　the　action　of
　　　　leptin　on　the　hypothalamus　induced　expression　of　rece－
　　　　ptor　activator　NF　xB　ligand　（RANKL）　via　rs2
　　　　adrenaline　receptors，　by　which　the　differentiation　and
　　　　action　of　osteoclasts　were　controlled．
帯におけるβ2ARの発現を確認できたことで、交感神
経刺激により、ZFRにおける脊柱靱帯骨化は抑制で
きる可能性があると考えられた。
　しかし、ZFRの靱帯骨化はIRSI・2を介した細胞増
殖作用やメカニカルストレスにより発生していると
の報告もあり17）、骨化発生・進展のメカニズムは交感
神経系の活動低下のみでなく多因子の影響を受けて
いると考えられる。この交感神経活動の低下が骨化進
展に与える影響の程度は不明であり、今後検討する必
要がある。また、骨化過程における破骨細胞形成の抑
制により靱帯骨化が進展する可能性は大きいが、靱帯
骨化の発生初期には関わっていないため、ZFRのレ
プチン受容体機能異常による交感神経活動低下は骨
化の進展のみに関与していると考えられる。
　βアドレナリン受容体刺激薬の投与が靱帯骨化の
進展を予防することが可能であれぼ、OPLLの進展防
止薬として使用できることが期待される。今後、ZFR
においてβアドレナリン刺激により靱帯骨化の進展
を防止できるか検討すべきである。また、β2アドレナ
リン受容体拮抗薬がヒトの骨量を増加させ、骨折の危
険率を30％減少させることが報告されており22）23）、骨
粗砥症に対し治療薬として使用されることが予想さ
れる。しかし、OPLLなどの骨増殖病変を持つ患、者に
対するβアドレナリン受容体拮抗薬の投与は骨化を
進展させる危険性があり注意が必要と思われる。今
後、交感神経活動低下が靱帯骨化に与える影響のメカ
ニズムとその程度を明らかにしていく必要がある。
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Effect　of　leptin　on　ossification　of　the　spinal　ligament　in　Zucker　fattyrats
Takashi　SANDO，　Kosuke　KUBO，　Masakazu　MAJIMA，　Dai　KIMURA，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kengo　YAMAMOTO
Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　［Background］　Zucker　fatty　rats　（ZFR），　that　have　a　with　functional　abnormality　of　leptin　receptors　are　a　spontaneous
model　of　ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament　that　develops　sympathetic　nerve　hypoactivity．　Leptin　has　recently
been　reported　to　control　bone　mass　by　regulating　bone　formation　and　resorption，　suggesting　that　it　affects　not　only　bone　mass
but　also　ossification　of　the　spinal　ligament．　Thus，　we　investigated　the　effects　of　leptin　on　the　spinal　ligament　in　ZFR
histopathologically　and　immunohistochemically．
　　　　［Materials　and　Methods］　ZFR　with　functional　abnormality　of　leptin　receptors　and　rats　treated　with　monosodium
glutamate　（MSG），　which　selectively　destroys　the　arcuate　nucleus　of　the　hypothalamus，　were　used．　Thin　spinal　sections　were
prepared，　and　immunohistochemically　stained　using　antibodies　against　leptin　receptor　（Ob－R）　and　62－adrenergic　receptor
（rs2AR）．
　　　　［Results］　Significant　expression　of　Ob－R　was　noted　in　the　central　region　of　the　attachment　site　of　the　spinal　ligament
in　ZFR．　62AR　was　also　expressed　as　markedly　as　Ob－R　in　the　spinal　ligament　in　ZFR，　confirming　that　rs2AR　was　expressed
in　the　stage　preceding　ligament　ossification．
　　　　　［Conclusions］　Since　Ob－R　does　not　play　any　role　due　to　functional　abnormality　in　ZFR，　the　direct　involvement　of
leptin　in　ligament　ossification　may　be　slight　in　ZFR．　62AR　expression　in　the　stage　preceding　ligament　ossification　was
confirmed，　suggesting　that　ossification　of　the　spinal　ligament　may　be　inhibited　by　sympathetic　nerve　stimulation　in　ZFR．　lf
administration　of　P－stimulators　prevents　the　advancement　of　ligament　ossification，　they　can　be　expected　as　OPLL－preventive
drugs．
〈Key　words＞OPLL：　Ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament，
Spinal　ossification
Lepti ，　f32－adrenergic　receptor，　Zucker　fatty　rat，
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